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家 蝇 渍 育 幼 虫 血 淋巴 中 抗 病毒 肘 
甲醇 萃取 方法 的 优化 
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摘要 : 为 了 优化 甲醇 蘑 取 淆 育 家 晶 Musca domestica 幼虫 血 淋 巴 中 抗 病毒 肽 的 方法 , 本 实验 分 别 比较 甲醇 及 乙 且 茜 取 
血 淋 巴 中 抗 病毒 组 分 效果 及 最 佳 使 用 梯度 、 上 样 蛋 日 浓度 、 洗 脱 次 数 ` 洗 脱 流速 及 操作 环境 温度 ,用 Tricine-SDS- 
PAGE 分 析 甲 醇 及 乙 膊 的 洗 脱 组 分 的 构成 。 结 果 表 明 : 甲 醇 蔡 取 的 活性 组 分 多 于 乙 膊 荣 取 的 ; 用 连续 梯度 
(10% ~100% ) 甲 醇 葵 取 的 抗 病毒 活性 组 分 ， 比分 别 用 10% , 30% , 50% , 70% , 90% 和 20% ,40% , 60% ,80% ， 
100% 间断 梯度 洗 脱 的 回收 率 高 ,同时 获得 活性 组 分 的 重 现 性 好 。 在 0 ~4C 冰 浴 的 环境 下 , 于 250 mg/6 mL Cis 茶 取 
柱 内 加 入 1.5 +0.4 mg/mL 和 蛋白 浓度 的 血 淋 巴 粗 提 液 , 用 1 mL/min 流速 4 次 洗 脱 , 抗 病毒 活性 组 分 可 以 得 到 较 好 的 
分 离 效 果 。 
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Optimization of the method for solid phase extraction of antiviral peptides 


from haemolymph of diapausing larvae of Musca domestica with methanol 

YAN Yan’, WU Jian-Wei”’” , LUO Jie’, HONG Mu’, GUO Guo , FU Ping (1. Guizhou Provincial Center 
for Disease Control and Prevention, Guiyang S50004, China; 2. Guiyang Medical College, Guiyang 
S50004, China; 3. Jinzhou Medical College, Jinzhou, Liaoning 121001, China) 

Abstract: In order to optimize the conditions of antiviral peptide extraction from haemolymph of diapausing 
housefly ( Musca domestica) larvae with methanol, we compared the separating results of methanol and 
methyl cyanide and selected the best extraction gradient. After studying the proper protein sample 
concentration, eluting times, eluting velocity and eluting temperature, we got a better protocol which leads 
to perfect results of antiviral peptide extraction. Tricme-SDS-PAGE results showed that continuous gradient 
methanol as an extractive organic solvent eluted more active fractions than methyl cyanide (P <0.05), and 
the continuous gradient elution with mthanol (10% - 100% ) was better than interrupted gradient (10%, 
30% , 50% , 70% and 90% ; 20% , 40% , 60% , 80% and 100% , respectively ) in the recovery rate and 
reproducibility of active fractions. Under 0 -4 ，when 1.5 +0.4 mg/mL haemolymph extracts was added 
into Sep-Pak Cis catridge and eluted 4 times with the flowing velocity of 1 mL/min, the antiviral fractions 
were separated better. Upon electrophoresis, only 2 target protein bands of active fractions were eluted by 
methyl cyanide, while more bands were eluted by methanol. 
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昆虫 是 自然 界 最 大 的 一 类 生物 群体 , 自从 在 昆 。” 速 下 降 ，Wachinger 等 (1998 ) 研究 蜂 毒 素 和 天 和 看 素 
虫 体内 发 现 了 广 谱 抗 菌 的 抗菌 肽 以 来 ,人们 开始 关 ”可 以 在 亚 毒 性 浓度 下 抑制 艾滋 病毒 HIV-1 的 基因 表 
注 它 的 抗 病毒 作用 。Parker 和 Ourth (1999 ) 报道 烟 达 , 从 而 减少 HIV-l 的 增殖 。 抗 病毒 肽 具有 分 子 量 
芽 夜 蛾 Heliothis virescens 幼虫 的 血 淋 巴 对 6 种 DNA、 小 、 热 稳定 性 和 水 溶性 好 、 不 易 被 酶 水 解 、 无 免疫 原 
RNA 病毒 有 明显 的 抑制 作用 , 表现 为 病毒 感染 力 迅 ” 性 等 特点 ( 赵 东 红 等 ,1999) 。 当 今世 界 多 种 病毒 特 
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别 是 艾滋 病毒 正 以 极 快 的 速度 危害 人 类 的 健康 , 屁 
虫 抗 病毒 肽 极 有 可 能 成 为 抗 病毒 药物 的 新 来 源 。 

回 相 茶 取 ( solid-phase extraction ，SPE ) 为 上 世 
纪 70 年 代 末 发 展 起 来 一 种 微量 样品 处 理 技术 , 具 
有 针对 目标 化 合 物 回 收 率 高 ， 准确 、 灵 敏 、 人 简便 的 特 
点 ， 主 要 用 于 生物 样品 的 分 离 、 纯 化 和 浓缩 。 在 国 
外 ,该 方法 多 用 于 抗菌 肽 的 研究 。 

陈 艳 和 李 金 福 (2004 ) 曾 初 步 证 实 家 蝇 幼 虫 的 
组 织 勾 浆 有 抗 流感 病毒 的 活性 , 本 课题 组 采用 乙 且 
固 相 荃 取 的 方法 进一步 分 离 家 晶 幼虫 血 淋 巴 中 抗 画 
肽 , 经 细胞 病变 法 检测 分 离 组 分 具有 抗 病毒 活性 。 
但 由 于 家 晶 幼 虫 血 淋 巴 成 分 复杂 , 且 鞭 取 受 洗 脱 液 
特性 、 上 样 量 ` 流 速 、 环境 温度 等 多 因素 的 影响 , 使 
得 到 的 组 分 抗 病 毒 活性 检测 结果 重 现 性 差 , 阻碍 研 
究 进 行 。 

很 多 昆虫 抗 离 肽 都 是 从 沛 育 的 材料 中 提取 出 来 
的 , 有 的 已 经 在 临床 上 应 用 , 而 未 浪 育 幼虫 没有 得 
到 相同 的 效 采 , 这 与 昆虫 让 育 时 的 生理 状态 有 关 
( Faye et al., 1975; Hultmark et al.,1982; Chernysh 
and Kim, 2002) ,可 见 建立 昆 忠 浪 育 模型 有 利于 昆 
虫 抗 爷 肽 的 研究 。 因 家 蝇 具 有 兼 性 浏 育 和 易于 人 工 
饲育 , 故 本 文选 其 3 龄 沛 育 幼 虫 , 对 影响 血 淋 巴 中 
抗 病 毒 肽 固 相 茶 取 分 离 效果 的 因素 进行 研究 ,以 期 
获得 高 活性 的 抗 病毒 肽 。 


1 材料 和 方法 


1.1 试 虫 来 源 及 滞 育 诱导 
1.1.1 虫 源 : 驯 化 家 蝇 由 贵阳 医学 院 寄生 虫 教研 室 
2000 年 在 贵阳 郊区 网 捕 和 定 种 后 建立 种 群 。 成 晶 以 
奶粉 和 糖 为 饲料 ,清水 另 置 ; 幼虫 以 麦 艾 、 蛆 粉 和 
水 发 酵 后 的 混合 物 为 饲料 。 亲 代 在 20 ~25%C, 湿度 
45%~ 50% 及 光 周 期 L12 : D12 环境 下 饲养 ,收集 家 
蝇 卵 备用 。 
1.1.2 清 育 诱导 :依据 刘 流 等 (2006 ) 认为 温度 是 
家 晶 沛 育 的 主要 环境 因素 , 取 家 晶 卵 在 15%C ,相对 
湿度 70% 及 L12: D12 环境 下 钥 化 后 饲养 , 户 导 家 
晶 幼 虫 滞 育 。 以 生长 至 3 龄 幼虫 所 需 的 历 期 是 适宜 
温度 下 (20 ~25C ) 幼虫 发 育 最 短 历 期 的 3 倍 以 上 
为 渡 育 状态 ,1SY 环境 下 家 晶 的 和 育 率 达 到 100% 。 
1.2 病毒 株 

单纯 疱疹 病毒 I 型 /SM44 株 , 由 贵阳 医学 院 免 
疫 学 教研 室 惠 赠 。 
1.3 细胞 株 

人 喉 表 皮 样 部 细胞 株 ( Hep-2 cells) ， 源 目 中 国 


CDC 细胞 库 , 由 贵州 省 疾病 控制 中 心 提供 ,经 本 室 
传代 培养 备用 。 
1.4 主要 试剂 

乙 有 睛 (ACN) 和 甲醇 (MET) 均 为 美国 Tedia 公司 
HPLC 级 产品 ; 三 氟 乙 酸 (TFA) 购 目 美 国 Sigma 公 
司 ; 和 蛋 日 分 析 试 剂 盒 购 目 美 国 Pierce 公司 ; MEM 培 
养 基 购 自 HyClone 公司 ; 新 生 小 牛 血清 购 目 杭州 四 
季 育 生物 工程 材料 有 限 公 司 。 
1.S 固 相 萃取 抗 病毒 肽 影响 因素 的 研究 
1.5.1 家 晶 3 龄 幼虫 热 诱导 后 提取 血 淋 巴 :将 游 育 
家 蝇 3 龄 幼虫 热 诱 导 ( 融 松 等 ,2007 ) 后 在 麦 获 中 
25 忆 饲养 , 36 h 后 (幼虫 有 部 分 开始 化 晴 ), 洗 净 消 
毒 ,， 冰 上 麻醉 , 每 个 柱子 进行 葵 取 实验 需 剪 头 200 
头 幼虫 , 每 50 头 幼 虫 的 血 淋 巴 收集 到 1 mL 的 生理 
盐水 中 , 参考 吴 冠 去 (2002) 方 法 对 血 淋 巴 和 蛋白质 进 
行 分 级 离心 (4%C ,3 500-7 000-12 000 r/min, 各 15 
min) , 最 后 吸取 上 浓 为 粗 提 液 ,进行 以 下 工作 。 
1.5.2 茶 取 剂 及 洗 脱 梯度 的 选择 :选用 乙 且 及 甲 醉 
两 种 茶 取 剂 进行 洗 脱 效果 的 比较 。 设 立 乙 且 茶 取 组 
和 甲醇 茶 取 组 , 重复 5 次 实验 。 根 据 固 相 茶 取 的 原 
理 ( 王 新 春 等 , 2001; 吴华 , 2005 ) ， 先 分 别 用 纯 乙 
彰 和 纯 甲 醇 活 化 250 mg/6 mL 规格 的 Cis 茶 取 柱 ， 
各 取 6 mL 同一 批 血 淋 巴 粗 提 液 ,， 上 柱 吸附 后 ,用 
酸化 茶 取 剂 ( 含 0. 05% TFA ) 分 别 进 行 连续 梯度 
(10% ~ 100% ) 及 间断 梯度 (10% ，30% ，50% ， 
70% , 90% 和 20% ,40% ,60% ，80% ，100%) 洗 
脱 。 收 集 2 组 各 梯度 的 洗 脱 液 , 冻 干 浓缩 后 , 分 别 
用 等 量 的 生理 盐水 洲 解 , 检测 各 梯度 洗 脱 组 分 的 体 
外 抗 病毒 活性 , 用 美国 Pierce 公司 试剂 盒 测定 和 蛋 日 
质 浓度 ; 各 组 分 别 合并 活性 组 分 后 , 计算 2 组 洗 脱 
活性 组 分 的 蛋 日 质 回 收 率 , 分 别 对 洗 脱 梯度 和 茶 取 
剂 进行 优选 ,以 选 定 条 件 进行 以 下 研究 。 
1.5.3 茶 取 粗 提 液 重 日 浓度 的 选择 :按照 试剂 盒 方 
法 测定 粗 提 液 的 蛋 日 质 浓 度 , 根据 所 购 Cis 茶 取 柱 
上 样 规格 , 售 比 稀释 为 3 个 萃取 初始 浓度 , 各 组 上 
样 6 mL, 用 甲醇 连续 梯度 茶 取 。 收 集 并 冻 干 各 洗 
脱 组 分 , 用 生理 盐水 溶解 ,检测 3 个 茶 取 组 各 茶 取 
梯度 洗 脱 组 分 的 抗 病毒 活性 后 , 合并 活性 组 分 ， 比 
较 3 组 活性 组 分 的 重 日 量 及 体外 抗 病毒 效果 。 
1.5.4 不 同 洗 脱 次 数 的 洗 脱 组 分 回收 量 测定 :用 酶 标 
仪 (0D24) 监 测 , 以 甲醇 连续 梯度 洗 脱 对 一 次 上 样 血 淋 
巴 进行 4 次 重复 洗 胶 ,监测 每 次 各 梯度 茜 取 洗 脱 组 分 
蛋白 量 的 变化 。 收 集 样 本 , 冻 干 , 用 生理 盐水 溶解 后 ， 
检测 每 次 洗 脱 出 蛋白 量 占 总 蛋 日 的 百分比 。 
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1.5.5 洗 脱 流速 的 选择 : 粗 提 液 生理 盐水 倍 比 稀释 
3 售后 , 分 别 选 用 2, 1 和 0.5 mL/min 的 3 种 洗 脱 
速度 进行 甲醇 连续 梯度 洗 脱 ,用 倒计时 的 秒表 来 控 
制 手 工 操作 的 时 间 。 收 集 并 冻 干 各 组 分 用 生理 盐 
水 溶解 ,检测 3 个 茶 取 组 各 茶 取 梯度 洗 脱 组 分 的 抗 
病毒 活性 后 , 合并 活性 组 分 ， 比较 活性 组 分 的 蛋白 
量 及 抗体 外 病毒 效果 。 
1.5.6 合适 的 禁 取 操作 温度 的 选择 :分 别 在 0 ~ 
4% 冰 浴 ，20 和 30%C3 种 环境 温度 下 用 甲醇 禁 取 ， 
收集 并 冻 干 各 组 分 , 用 生理 盐水 溶解 , 检测 3 个 菏 
取 组 各 茶 取 梯度 洗 脱 组 分 的 抗 病毒 活性 后 , 合并 活 
性 组 分 , 用 美国 Pierce 公司 试剂 盒 测定 比较 活性 组 
分 的 蛋白 量 并 比较 抗体 外 病毒 效果 。 
1.6 ”检测 活性 组 分 抗 病毒 的 活性 

供 试 病 毒 株 为 单纯 疱疹 病毒 型 /SM44 株 , 靶 细胞 
为 喉 癌 细胞 (Hep-2 ) ,照常 规 方 法 传代 培 取 单 层 喉 癌 细 
胞 培养 板 , 弃 去 培养 液 , 接种 100 倍 TCID。 (病毒 半数 
感染 剂量 ) 的 单纯 疱疹 病毒 液 100 pL 于 细胞 筷 , 置 
36%C 5% CO, 培养 箱 中 吸附 1 h, 吸 去 病毒 液 , 用 D- 
hank 氏 液 洗 细胞 2 次 , 加 入 从 最 大 无 毒 浓度 (TC, ) 起 
经 维持 液 ( 含 2% 和 牛 血 清 ) 倍 比 稀 释 6 个 浓度 的 各 个 茶 
取 组 分 100 pL/ 筷 , 各 浓度 加 3 和 孔 ,以 药物 阿 背 洛 韦 
(ACV ) 处理 为 抗 病毒 阳性 对 照 ， 以 单纯 疱疹 病毒 处 理 
为 阴性 对 照 , 并 设置 正常 细胞 对 照 , 加 入 维持 液 到 100 
PRL 孔 。 置 36% 5% CO, 培养 箱 中 培养 3 ~4 d, 每 天 
在 倒置 显微镜 下 观察 细胞 病变 进展 。 
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利用 细胞 病变 法 (cytopathic effect，CPE ) 观察 ， 
并 用 Reed-Muench 法 ( 张 均 田 , 1998 ) 计算 活性 组 分 
的 TC。， 半 数 毒 性 浓度 (TCso)， 半 数 有 效 浓 度 
(ICso ) ; 选择 指数 SI ( SI = TCso/ICso ) ，SI <1 为 无 
效 , 1 < SI <2 为 低 效 高 毒 , SI >2 为 有 效 。 实 验 中 
以 加 样 孔 CPE > 25% 为 阳性 ， 以 病毒 对 照 CPE > 
75% 为 实验 终点 。 
1.7 抗 病毒 肽 的 Tricine-SDS-PAGE 分 析 

参照 绢 时 英 (2002) 方 法 , 制备 Tricine-SDS-PAGE 
分 离 胶 、 样 品 胶 、 成 层 胶 三 层 凝 胶 。 电 瀛 电压 设置 为 : 
样品 胶 及 成 层 胶 9 V; 分 离 胶 120 V。 低 分 子 量 
Marker:97.4 kD 负 移 酸化 酶 .66.2 kD 牛 血 清白 蛋白 、43 
kD 免 肌 动 重 日 .31 kD 牛 碳酸 醛 酶 ,20. 1 kD 胰 重 白 酶 
抑制 剂 .14.4 kD 鸡 重 清 溶菌 酶 ; 超 低 分 子 量 Marker: 
16.949 kD Globin, 14. 404 kD Globin [ + 下 ，10. 700 kD 
Globin[ + 焉 ，8. 459 kD Globin 1, 6.214 kD Clobin 工 ， 
2.512 kD Globin Tl。 


2 结果 与 分 析 


2.1 茶 取 剂 及 洗 脱 梯度 的 选择 

2.1.1 茶 取 剂 的 选择 :从 表 1 可 以 看 出 , 采用 连续 梯 
度 洗 脱 法 ， 乙 且 组 仅 30% 和 70% 为 有 效 洗 脱 梯度 ,而 
甲醇 组 的 有 效 洗 脱 梯度 要 比 乙 且 组 多 , 并 且 甲醇 组 的 
抗 病毒 活性 组 分 重 日 量 和 回收 率 痢 高 于 乙 且 组 , 经 过 : 
检验 ,回收 率 差 异 达 显著 性 水 平 (P <0.05)。 


表 1 甲醇 及 乙 膊 的 有 效 梯度 及 活性 组 分 回收 率 的 比较 (n=5) 


Table 1 Comparison of effective elution gradients of methanol and methyl cyanide 


and recovery rate of active antiviral fractions (n =5) 


粗 提 液 总 蛋白 量 


Total protein of haemolymph 


禁 取 剂 


Extractant 


有 效 梯度 ( % ) 


Effective gradient 


extracts (mg/mL) 


12.2+1.3 


乙 膊 Methyl cyanide 
甲醇 Methanol 


30, 70 
40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 


2.1.2 洗 脱 梯度 的 选择 :48 h 后 , 由 CPE 法 观察 各 
组 分 的 抗 病毒 活性 发 现 , 用 甲醇 连续 梯度 洗 脱 的 组 
分 活性 (图 1:A) 明 显 优 于 间断 梯度 洗 脱 组 (图 1:B， 
C) , 并 有 旦 连续 梯度 洗 脱 组 分 的 活性 重 现 性 好 。 根 据 
活性 检测 结果 (图 2), 以 下 研究 均 选 用 甲醇 连续 梯 
度 进行 抗 病毒 组 分 洗 脱 。 
2.2 茶 取 蛋白 上 样 浓度 的 选择 

粗 提 血 淋巴 蛋白 浓度 为 12.2+1.3 mg/mL, 售 


12.2+1.3 


洗 脱 活性 组 分 蛋白 量 活性 组 分 回收 率 ( % ) 
Active protein after extraction Recovery rate of active 
( mg/ mL) antiviral fractions 
1.6 +0.4 13.25 
7.5 +0.3 61.57 


比 稀 释 后 得 到 A, B, C 3 组 浓度 的 粗 提 液 ,A 组 蛋 
日 浓度 及 笑 度 高 , 增 大 洗 脱 压力 , 不 易 洗 脱 。 从 表 
2 可 以 看 出 ,A 组 洗 胶 组 分 的 1< SI <2 为 低 效 高 
毒 , B.C 组 SI1>2 为 有 效 , 经 !1 检验, B 组 与 C 组 的 
SI 差异 没有 显著 性 (P >0.01), 但 从 TC。,TCs 和 
ICso 来 比较 , C 组 比 B 组 洗 脱 的 活性 组 分 抗 病毒 作 
用 好 , 其 毒性 小 , 最 终 选 用 1.5 +0.4 mg/mL 浓度 
的 粗 提 液 上 样 。 
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图 1 甲醇 连续 梯度 (A) 和 间断 梯度 (B 和 C) 洗 脱 各 组 分 抗 HSV- I 效果 
Fig. 1 Anti- HSV- | effect of every fractions eluted by continuous gradient methanol ( A) and interrupted gradient methanol (B, C) 
1 -10: 分 别 代表 10% ~ 100% 甲醇 洗 脱 组 分 Fractions eluted by 10% ,20% ,30% ,40% ,50% ,60% ,70% ,80% ,90% ,and 100% methanol 
treatment，respectively; 11 , 18, 25 : 阳性 对 照 [ 阿兰 洛 圳 (ACV) 人 处理] ACV treatment as the positive control; 12, 19, 26: 阴性 对 照 ( 单 纯净 疹 病 
毒液 处 理 ) Herpes simplex virus treatment as the negative control. 13 : 20% MET; 14: 40% MET; 15. 60% MET; 16: 80% MET; 17: 100% MET; 20. 
10% MET; 21: 30% MET; 22: 50% MET; 23: 70% MET; 24; 90% MET. 


下 司 


图 2 甲醇 洗 脱 活性 组 分 的 抗 病毒 作用 
Fig. 2 Antiviral activity of fractions eluted by methanol 
A: 单纯 疱疹 病毒 -1 在 Hep-2 细胞 上 的 病变 (阳性 对 照 ) Affection of HSV-1 in Hep-2 cells (positive control) ; B: 正常 的 Hep22 细胞 对 照 ( 阴 性 对 
照 ) Normal Hep-2 cell control (negative control) ; C: 甲醇 洗 脱 活性 组 分 抗 病毒 作用 Antiviral effect of fraction eluted by methanol; D :阳性 药物 对 照 


Positive drug control. 








表 2 连续 梯度 甲醇 洗 脱 3 种 浓度 血 淋 巴 粗 提 液 抗 病毒 效果 的 比较 (n =5) 
Table 2 Comparison of the antiviral effect of fractions eluted from three contentrations of haemolymph 
by continuous gradient methanol (n =5) 


粗 提 液 重 白 量 活性 组 分 重 白 量 


ee Protein of haemolymph extracts Protein of active fractions 1 I es SI 
Grouping Cp a ( Wg/ mL) ( ng/ mL) ( pg/ mL) 
A 6.3+0.6 2.1 十 1.2 102.3 +12.2 163.1+ 上 6.3 135.9+11.8 1.20 
B .1 诗作 之 1 .3 士 站 ,3 85.3 9.3 135.3E15,1 24.9 8,6 3.44 


C 1.3 +0.4 0.8 +0.4 74.5+6.3 118.6+9.3 22.8+7.3 5.20 
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2.3” 洗 脱 次 数 与 洗 脱 组 分 回收 量 测定 

经 栈 标 仪 监测 , 以 洗 脱 4 次 的 重 白 回收 率 和 为 
100% , 甲 本 连续 梯度 洗 脱 的 蛋白 回收 率 第 1 次 为 
33% ,第 2 次 26% ,第 3 次 23% ,第 4 次 18%, 第 


图 第 1 次 1st time 
第 3 次 3rdtime 


52 卷 


1 次 洗 脱 出 来 的 量 最 多 ( 图 3) 。 经 鞭 取 前 后 蛋白 含 
量 检 测 , 洗 脱 4 次 后 的 重 日 总 量 约 占 粗 提 液 重 日 总 
量 的 79% , 其 余 约 21% 蛋白 量 可 能 因 未 吸附 于 其 
取 柱 上 和 虽 吸 附 但 未 洗 脱 而 损失 。 


图 第 2 次 2nd time 
口 第 4 次 4th time 


2.5 四 
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图 3 甲醇 连续 梯度 洗 脱 4 次 各 次 抗 病毒 组 分 溶液 的 0D 值 比较 


Fig. 3 Comparison of the OD,1 values of anti-viral fractions eluted by continuous gradient methanol for four times 


2.4 洗 脱 流速 的 选择 脱 活 性 组 分 的 蛋 晶 含量 及 抗 病 毒 效果 SI 差异 没有 
甲醇 流速 为 2 mL/min 时 洗 脱 组 分 的 SS<1 为 ” 显著 性 (P>0.01)( 表 3)。 为 了 工作 效率 , 我 们 选 
无 效 , 流速 为 1 和 0.5 mL/min 洗 脱 组 分 的 SI>2 为 ” 用 1 mL/min 的 流速 来 荃 取 。 
有 效 。 经 过 i 检验 , 葵 取 流速 为 1 和 0.5 mL/min 洗 
表 3 3 种 流速 的 连续 梯度 甲醇 洗 脱 活性 组 分 的 抗 病毒 效果 的 比较 (n =5) 
Table 3 Comparison of the antiviral effect of fractions eluted by continuous 


2radient methanol with three flowing velocities (1 =5) 


活性 组 分 蛋白 量 
流速 . . . TCo TCso 1Cso 
| | | Protein of active fractions SI 
Flowing velocity ( mL/min) (ng/ mL) ( ug/ mL) ( wg/ mL) 
(mg/ mL) 

2 0.9 +0.1 78.1 +6.0 127.3 +14.8 139.7 +21.5 0.90 

1 1.3 +0.4 85.1 +9.3 135.5 +15.1 24.9 +8.6 S$.44 
0.5 1.2 +0.2 75.2+11.6 119.5 +10.2 26.5 +7.4 4.51 


2.5 萃取 操作 温度 的 选择 

洗 脱 时 革 取 剂 冰 浴 , 鞭 取 柱 保持 在 0 ~4%C, 柱 
上 吸附 蛋白 不 会 发 生 黑 变 ; 而 革 取 剂 及 革 取 柱 保持 
在 20C 和 30C 环 境 下 , 粗 提 样 品 洗 脱 下 来 的 组 分 
冻 干 后 有 变 黑 的 现象 , 并 且 经 抗 病毒 活性 检测 ， 


30Y 环境 下 洗 脱 的 组 分 没有 抗 病毒 活性 。 从 表 4 可 
以 看 出 , 0 ~4% 环境 下 鞭 取 组 分 的 抗 病毒 效果 SI > 
2 为 有 效 , 在 20 环境 下 茶 取 组 分 的 抗 病毒 效果 
1 < SI <2 为 低 效 高 毒 。 


表 4 2 种 环境 温度 下 连续 梯度 甲醇 洗 脱 活性 组 分 的 抗 病 毒 效 果 的 比较 (n =5) 
Table 4 Comparison of the antiviral effect of fractions eluted by continuous gradient 


methanol under two environmental temperatures (n =5) 


环境 温度 活性 组 分 蛋白 量 TCo TCso 1Cso o] 
Environmental temperature ( C ) Protein of active fractions (mg/ mL) (ng/mL) ( ng/ mL) ( mg/ mL) 
0 -4 1.3 +0.4 85.1 +9.3 135.5 +15.1 24.9 +8.6 5.44 
20 0.9 +0.1 94.3 +11.3 150.0 +7.5 84.2 +8.6 1.78 
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2.6 Tricine-SDS-PAGE 比较 两 种 某 取 剂 洗 脱 活性 组 分 

30% 乙 且 鞭 取 活 性 组 分 的 分 子 量 在 20. 1 kD 以 
下 有 1 条 带 , 70% 乙 且 葵 取 活 性 组 分 的 分 子 量 在 
20.1 kD 以 下 及 在 14.4 kD 以 下 共有 2 个 条 带 , 有 1 
条 共同 条 带 ( 图 4:A)。 





与 乙 膊 茶 取 的 活性 组 分 相 比 , 甲醇 茶 取 得 到 的 
蛋白 量 多 , 电泳 条 市 多 , 分 离 效果 好 , 40% ~ 100% 
甲醇 蔡 取 的 组 分 均 具 有 抗 病 毒 活 性 , 经 多 次 电泳 检 
测 活性 组 分 的 分 子 量 , 提示 在 20.1,10.7 和 8.4 kD 
附近 的 条 市 为 抗 病毒 活性 肽 , 如 箭头 所 指 ( 图 4:B)。 





8 9 10 11 12 13 14 13 16 17 0.2 


图 4 乙 且 (A) 及 甲醇 (B) 洗 脱 组 分 的 电泳 
Fig. 4 Electrophoresis of fractions eluted by methyl cyanide ( A) and methyl alcohol (了 B) 
1, 11: 低 分 子 量 标准 和 蛋白 Low molecular weight protein marker; 2 -7: 分 别 为 20% ~70 匈 乙 且 洗 脱 组 分 Fractions eluted by 20% ,30% , 40%， 
50% , 60% and 70% methyl cyanide ,respectively; 8 -10, 12 -13,15 -17: 分 别 为 20% , 30% , 40% , 50% , 60% , 70% , 80% 和 100% 甲醇 洗 
脱 组 分 Fractions eluted by 20% , 30% , 40% ,50% ,60% ,70% ，80% and 100% methanol，respectively; 14: 超 低 分 子 量 标准 蛋白 Super low 


molecular weight protein marker. 


3 讨论 


乙 且 - 水 系 的 洗 脱 能 力 强 , 是 目前 反 相 色谱 常 
用 的 流动 相 。 本 研究 比较 乙 有 睛 和 甲醇 两 种 茶 取 方法 
对 滞 育 家 蝇 幼 虫 血 淋巴 的 抗 病毒 肽 的 革 取 效果 , 结 
果 表 明 甲 醇 茶 取 效果 优 于 乙 且 某 取 , 电泳 检测 组 分 
的 条 带 也 多 , 筛选 范围 大 。 可 能 是 由 于 家 蝇 幼 虫 血 
淋巴 中 与 甲醇 极 性 相近 的 组 分 较 多 ,具有 抗 病毒 作 
用 的 多 肽 片段 具有 与 之 相近 的 极 性 , 也 可 能 由 于 甲 
醇 为 质子 性 ,而 乙 且 为 非 质 子 性 所 致 的 分 离 效 果 差 
异 , 使 甲醇 茶 取 得 到 组 分 的 有 效 洗 脱 梯度 比 乙 且 要 
多 , 且 洗 脱 组 分 的 获得 量 也 比 乙 且 的 高 。 连 续 梯 度 
洗 脱 能 使 各 组 分 均 有 合适 的 上 值 并 分 离 良 好 ,和 常用 
于 分 离 含 极 性 差别 较 大 的 多 组 分 样品 , 本 研究 结果 
出 现 多 个 梯度 组 分 具有 抗 病毒 作用 ,提示 家 蝇 幼 虫 
血 淋 巴 中 存在 极 性 不 同 抗 病 毒 多 肽 分 子 ， 其 各 组 分 
抗 病毒 活性 成 分 的 分 子 差异 尚 待 进一步 研究 。 

本 研究 结果 表明 , 革 取 采用 0 ~4% 冰 浴 的 环境 
下 ,于 250 mg/6 mL Cis 革 取 柱 内 加 入 1.5 mg/mL 和 蛋 
白 浓度 的 血 淋 巴 粗 提 液 , 用 1 mL/min 流速 的 甲醇 
多 次 洗 脱 , 抗 病毒 活性 组 分 取得 了 较 好 的 分 离 效 
果 。 提 示 冰 浴 环 境 使 氧化 酶 活性 没有 激活 ,并且 根 
据 Cjs 固 相 茶 取 柱 的 承载 量 及 该 样品 的 粘度 ,本 实 
验 摸索 粗 提 液 要 稀释 至 1. 50 mg/6 mL 左右 为 合适 


的 蔡 取 分 离 上 样 重 白 浓度 。 同 时 我 们 发 现 茶 取 时 速 
度 是 控制 分 离 效 果 的 一 个 重要 因素 ,2 mL/min 的 
速度 分 离 的 组 分 抗 病毒 检测 SI < 1 , 无 抗 病毒 效果 ， 
而 1 和 0.5 mLZmin 分 离 的 组 分 SI >2, 具有 抗 病毒 
活性 。 可 能 是 速度 快 使 蔡 取 剂 不 能 充分 与 目标 和 蛋 日 
接触 ,， 达 不 到 分 离 目标 蛋白 的 目的 , 致使 组 分 中 非 
目标 重 日 干扰 抗 病毒 肽 的 抗 病毒 效果 ,如 果 速 度 太 
慢 , 血 淋 巴 中 免疫 活性 肽 可 能 会 受 环境 等 因素 的 影 
啊 而 失 活 ， 因 此 我 们 认为 选择 适宜 的 洗 脱 速度 可 以 
提高 昆虫 血 淋 巴 中 免疫 多 肽 分 离 效 果 。 由 于 从 家 蝇 
幼虫 血 淋 巴 中 鞋 取 抗 病毒 肽 ,需要 经 过 养 蛆 、 剪 头 
取 血 淋巴 的 过 程 , 非常 费时 。 本 研究 采用 上 样 后 多 
次 洗 脱 , 第 2 次 和 3 次 可 以 获得 与 第 1 次 洗 脱 相近 
的 重 日 量 , 表明 一 次 上 样 多 次 洗 脱 , 可 充分 地 将 吸 
附 在 茶 取 柱 上 的 活性 组 分 洗 脱 收集 , 减少 了 血 淋 巴 
制备 时 间 , 节约 样本 , 提高 了 工作 效率 。 

回 相 茶 取 目标 化 合 物 简便 , 得 率 高 , 分 离 效果 
好 , 不 需要 透析 脱盐 , 对 目标 和 蛋 日 的 损伤 小 。 本 人 研 
究 表 明 , 根据 所 分 离 的 目标 分 子 , 选择 适宜 的 样本 
制备 方法 、 茶 取 洗 脱 剂 、 洗 脱 方 式 、 上 样 浓度 、 洗 脱 速 
度 等 才能 取得 有 效 的 分 离 结 
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